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Verfahren zur Diagnose von Entzundungserkrarxkungen tind 
Infektionen unter Bestimmung des Phosphoproteins LASP-1 
als Inflainmationsmarker 



Die vorliegende Erfindung betrifft neue Verwendungen des 
Proteins LASP-1 fur die medizinischen Diagnostik von Entzun- 
dungs erkrankungen und Infektionen, insbesondere von Sepsis 
und sepsisahnlichen systemischen Infektionen. sowie von Ent- 
zundungs erkrankungen , die im Gehirn lokalisiert sind oder 
die auf das Gehirn ubergreifen. Sie beruht auf dem erstmali- 
gen Nacliweis stark erhohter Konzentrationen des Proteins 
LASP-1 im Gehirngewebe von Primaten, bei denen experiment ell 
durch Toxinverabreichunge eine Sepsis bzw. systemische 
Entziindurxg hervorgeruf en wurde. 

Die vorliegende Erfindung hat ihren Ur sprung- in intensiven 
Forschungsarbeiten der Anmelderin im Zu s ammenhang mit weite- 
ren Verbs sserungen der Diagnose und Therapie von Entziindun- 
gen und Infektionen. 

Als Entziindungen (Inf lammationen) werden ganz allgemein 
bestimmte physiologische Reaktionen eines Organismus auf 
verschiecienartige auSere Einwirkungen wie z.B. Verletzungen, 
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Verbrennungen, Allergens , Infektionen durch Mikroorganismen 
wie Bakterien und Pilze und Viren, auf Premdgewebe , die 
AbstoSungsreaktionen auslosen, oder auf bestimmte entzun- 
dungsauslosende endogene Zustande des Korpers, z.B. bei 
Autoimmunerkrankungen und Krebs , bezeichnet . Entzundungen 
konnen als harmlose, lokal begrenzte Reaktionen des Korpers 
auf tret en, sind jedoch auch typisclne Merkmale zahlreicher 
ernster chronischer und akuter Erkarankungen von einzelnen 
Geweben, Organen, Organ- und Gewebsteilen . 

Lokale Entzundungen sind dabei meist Teil der gesunden 
Immunreaktion des Korpears auf schadliche Einwirkungen, und 
damit Teil des lebenserhaltenden Abwehrmechanismus des 
Organismus. Wenn Entzundungen jedoch Teil einer fehlgeleite- 
ten Reaktion des Korpers auf bestimmte endogene Vorgange wie 
z.B. bei Autoimmunerkrankungen sind und/oder chronischer 
Natur sind, oder wenn s±e systemisclie AusmaiSe erreichen, wie 
beim systemischen Inflammationssyndrom (Systemic Inflammato- 
ry Response Syndrome, SIRS) oder bei einer auf infektiose 
Ursachen zuruckzuf iihrenden schweren Sepsis, geraten die fur 
Entziindungsreaktionen typischen ptrysiologischen Vorgange 
auJSer Kontrolle und werden zum eigent lichen, haufig lebens- 
bedrohlichen Krankheitsgeschehen. Als Erkrankung, die von 
typischen Symptomen einer Entziindung, und zwar des Gehirns, 
begleitet wird, ist auch. die Alzheimer Krankheit anzusehen, 
die durch eine in der Regel im 5. b±s G. Lebens jahrzehnt 
auftretende, unauf halts am fortschreitende GroShirnrinden- 
atrophie charakterisiert ist und aufgrund ihrer Haufigkeit 
eine groSe volkswirtschaf tliche Bedeutung auf weist . 

Es ist heute bekannt, dass die Entstehung und der Verlauf 
von entziindlichen Prozessen von einer betrachtlichen Anzahl 
von Substanzen, die uber~wiegend proteinischer bzw. peptidi- 
scher Natur sind, gesteuert werden i>zw. von einem mehr oder 
weniger zeitlich begrenzten Auf tret en bestimmter Biomolekule 
begleitet sind. Zu den an Entziindungsreaktionen beteiligten 
endogenen Substanzen gehoren insbesondere solche, die zu den 
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. Cytokirien, Mediatoren, vasoaktiven Substanzen, Akutphasen- 
proteixien und/oder hormonellen Regulatoren gezahlt werden 
konnen . Die Ent ziindungsreaktion stellt eine komplexe physio- 
logisctie Reaktion dar, an der sowohl das Entziindungscgesche- 
hen aktivierende endogene Substanzen (z.B. TNF-ce, Inter- 
leukin-1) als auch des aktivierende Substanzen (z.B. Inter- 
leukiri-10) beteiligt sind. 

Bei systemischen Entzundungen wie im Falle einer Sepsis bzw. 
des septischen Schocks weiten sich die entziindungsspezif i- 
schen Reaktionskaskaden unkontrolliert auf den gesamten 
Korper aus und werden dabei, im Sinne einer iiberschieSenden 
Immunaxitwort , lebensbedrohlich. Zu den gegenwartigen Kennt- 
nissen xiber das Auftreten und die moglichen Rolle einzelner 
Gruppen endogener entzundungsspezif ischer Substanzen wird 
beispielsweise verwiesen auf A.Beishuizen, et al., "Endoge- 
nous Mediators in Sepsis and Septic Shock" ,. Advances in 
Clinical Chemistry, Vol.33, 1999, 55-131; und C.Gabay, et 
al., "Acute Phase Proteins and Other Systemic Responses to 
Inf lamination " , The New England Journal of Medicine, Vol.340, 
No. 6, 1999, 448-454. Da sich das Vers tandnis von Sepsis und 
verwandten systemischen entziindlichen Erkrankungen, tind 
damit auch die anerkannten Def initionen, in den let z ten 
Jahren gewandelt haben, wird auSerdem verwiesen auf K. Rein- 
hart, et al., "Sepsis und sept ischer Schock" , in: Intensiv- 
medizin, Georg Thieme Verlag, Stuttgart .New York, 2001, 756- 
760; wo eine moderne Definition des Sepsis-Begrif f es gegeben 
wird. Im Rahmen der vorliegenden Anmeldung werden die Be- 
griff e Sepsis bzw. entztlndliche Erkrankungen in Anletmung an 
die Def initionen verwendet, wie sie den genannten drei 
Literaturstellen entnommen werden konnen. 

Wahrend wenigstens im europaischen Raum die durch eine 
positive Blutkultur nachweisbare systemische bakterielle 
Infektion lange den Sepsisbegrif f pragte, wird die Sepsis 
heute in erster Iiinie als systemische Entzundung verstanden, 
die irxfektiose Ursachen hat, als Krankheitsgeschehen jedoch 
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groSe Ahnlichkeiten mit systemischen Entziindungen aufweist, 
die durch andere Ursachen ausgelost werden. Dem genannten 
Wandel des Sepsis -Verstandnisses entsprechen Veranderungen 
der diagnostischen Ansatze . So wurde der direkte Nachweis 
bakterieller Erreger durch komplexe Uberwachungen physiolo- 
gischer Parameter und in j lingerer Zeit insbesondere auch 
durch den Nachweis bestimmter am Sepsisgeschehen bzw. am 
Entzundungsgeschehen beteiligter endogener Substanzen, d.h. 
spezifischer "Biomarker", ersetzt bzw. erganzt . 

Von der groSen Zahl von Mediatoren und Akutphasenproteinen, 
von denen man weifi oder vermutet , dass sie an einem Entzun- 
dungsgeschehen beteiligt sind, eignen sich dabei fur diagno- 
stische Zwecke insbesondere solche, deren Auftreten sehr 
spezifisch fur entziindliche Erkrankungen bzw. bestimmte 
Phasen oder Auspragungen entzundlicher Erkrankungen ist, 
deren Konzentrationen sich drastisch und diagnostisch signi- 
fikant verandern und die auSerdem die fur Routinebestimmun- 
gen erf orderlichen Stabilitaten aufweisen und hohe Konzen- 
trationswerte erreichen. Fiir diagnostische Zwecke steht 
dabei die zuverlassige Korrrelation von Krankheitsgeschehen 
(Entzundung, Sepsis) mit dem jeweiligen Biomarker im Vorder- 
grund (gute Spezifitat und Selektivitat ) , ohne dass dessen 
Rolle in der komplexen Kaskade der am Entzundungsgeschehen 
beteiligten endogenen Substanzen bekannt sein muss. 

Eine bekannt e, als Sepsis -Biomarker besonders geeignete 
endogene Substanz ist Procalcitonin . Procalcitonin ist ein 
Prohormon, dessen Serum-Konzentrationen unter den Bedingun- 
gen einer systemischen Entziindung infektioser Atiologie 
(Sepsis) sehr hohe Werte erreichen, wahrend es bei Gesunden 
so gut wie nicht nachweisbar ist. Hohe Werte an Procalcito- 
nin werden auSerdem in einem relativ fruhen Stadium einer 
Sepsis erreicht, so dass sich die Bestimmung von Procal- 
citonin auch zur Fruherkenirung einer Sepsis und zur fruhen 
Unter scheidung einer infektios bedingten Sepsis von schweren 
Entzundungen, die auf anderen Ursachen beruhen, eignet . Die 



Bestimmung von Procalcitonin als Sepsismarker ist Gegenstand 
der Verof f entlichung M.Assicot, et a.1 . , "High serum procal- ' 
citonin concentrations in patients with sepsis and infec- 
tion" , The Lancet, vol.341, No. 8844, 1993, 515-518; und der 
Patente DE 42 27 454 C2 bzw. EP 0 656 121 Bl bzw. US 
5,639,617. Auf die genannten Patente und in der genannten 
Verof f entlichung angefuhrten fruhen Literaturstellen wird 
zur Erganzung der vorliegenden Beschreibung ausdriicklich 
Bezug genommen. In den letzten Jahren ist die Zahl der 
Verof f entlichungen zum Thema Procalcitonin stark angestie- 
gen. Stellvertretend fur zusammenf assende Verof f entlichungen 
aus jiingerer Zeit wird daher noch verwiesen auf W.Karzai et 
al . , "Procalcitonin - A New Indicator of the Systemic Re- 
sponse to Severe infection", Infection, Vol. 25, 1997, 329- 
334; und M.Oczenski et al . , "Procalcitonin: a new parameter 
for the diagnosis of bacterial infection in the peri -opera- 
tive period 11 , European Journal of Anaesthesiology 1998, 15, 
202-209; sowie ferner H.Redl, et al - , "Procalcitonin release 
patterns in a baboon model of trauma, and sepsis: Relation- 
ship to cytokines and neopterin", Crit Care Med 2000 , 
Vol.28. No. 11, 3659-3663; und H.Redl, et al . , "Non-Human 
Primate Models of Sepsis", in: Sepsis 1998; 2:243-253; und 
die darin zitierten weiteren Literaturstellen* 

Die Verfugbarkeit des Sepsismarkers Procalcitonin hat der 
Sepsisf orschung starke Impulse gegefoen, und es werden gegen- 
wartig intensive Anstrengungen unternoramen, weitere Biomar- 
ker zu finden, die die Procalcitonlri-Bestimmung erganzen 
konnen und/oder zusatzliche Informationen fur Zwecke der 
Feindiagnostik bzw. Dif f erentialdiagnostik zu lief em ver- 
mogen. Erschwert wird die Suche nach potentiellen neuen 
Sepsis -Biotnarkern allerdings dadurcki, dass haufig noch sehr 
wenig oder nichts uber die genaue Funktion bzw. uber die 
genauen Griinde fur das Auf tret en bestimmter endogener Sub- 
stanzen, die am Entzundungs- oder Inf ektionsgeschehen betei- 
ligt sind, bekannt ist. 



Die Ergebnisse der experimentellen Uberpruf ung eines frucht- 
baren rein hypothetischen Ansatzes zur Ermittlung weiterer 
potentieller Sepsismarker finden sich. in DE 198 47 690 Al 
bzw. WO 00/2243 : 9. Dort wird gezeigt, dass bei Sepsis nicht 
nur die Konzentration des Prohormons Procalcitonin erhoht 
ist, sondern auch fur andere Substanzen, die zu den Peptid- 
Prohormonen gerechnet werden konnen, signifikant erhohte 
Konzentrationen beobachtet werden konnen. Wahrend das be- 
schiriebene Phanomen gut dokumentiert 1st, sind die Ursachen 
fur den Anstieg der Konzentrationen von Prohormonen bei 
Sepsis weiterhin weitgehend ungeklart . 

In der vorliegenden Anmeldung werden Ergebnisse eines ande- 
ren, rein experimentellen Ansatzes fur: die Suche nach weite- 
ren entzundungs- bzw. sepsisspezif ischen Biomolekulen be- 
richtet. Auch diese experimentellen Unterauchungen nehmen 
ihren Ausgang bei der Bestimmung von Procalcitin im Zusam- 
menhang mit systemischen entzundlichen " Reaktionen infektio- 
ser Atiologie. So war sehr friih beobachtet worden, dass bei 
Sepsis das Procalcitonin of f ensichtl±ch nicht auf die 
gleiche Weise gebildet wird, wie dann, wenn es Vorlaufer fur 
das Hormon Calcitonin ist . So wurden hohe Procalcitonin- 
spiegel auch bei Patienten beobachtet, denen die Schilddriise 
entfernt worden war. Deshalb kann die Schilddriise nicht 
dasjenige Organ sein, in dem Procalcitonin bei Sepsis gebil- 
det bzw. ausgeschuttet wird. In den Verof f entlichungen 
H.Redl, et al . , "Procalcitonin release patterns in a baboon 
model of trauma and sepsis: Relationship to cytokines and 
neopterin", Crit Care Med 2000, Vol.28. No. 11, 3659-3663; 
und H.Redl, et al . , "Non-Human Primate Models of Sepsis" , 
Sepsis 1998; 2:243-253; werden die Ergebnissen von experi- 
mentellen Untersuchungen berichtet, die der Klarung der 
Bildung von Procalcitonin bei Sepsis dienen sollten. In den 
genannten Arbeiten wird durch Endotoxinverabreichung an 
Primaten (Paviane) eine kunstliche Sepsis erzeugt, und es 
wird bestimmt, bei welchen experiment ell erzeugten Zustanden 
die hochsten Procalcitoninkonzentrationen im Blut erreicht 



werden. Eine Weiterentwicklung des in den genannten Arbeiten 
beschriebene Versuchstiermodells dient im Rahmen der vor- 
liegenden Anmeldung dazu, neue endogene entztindugs- und/oder 
sepsisspezif ische Biomarker von peptidischer bzw. proteini- 
scher Natur zu ermitteln, deren Auftreten fur bestimmte 
Formen von Entzxindungen und/oder Sepsis charakteristisch 1st 
und die daher eine spezif ische Sepsisdiagnose ermoglichen. 
Das Primatenmodell wurde dabei aufgrund der sehr groBen Atirx- 
lichkeit der Physiologie von Primaten und Menschen und der 
hohen Kreuzreaktivitat mit vielen therapeutischen und dia- 
gnostischen humanen Reagenzien gewahlt. 

Da die bei Entziindungen gebildeten endogenen Substanzen Te±l 
der komplexen Reaktionskaskade des Korpers sind, sind der- 
artige Substanzen auEerdem nicht nur von, diagnostischem 
Interesse, sondern es wird gegenwartig auch mit erheblichem 
Aufwand versucht, durch Beeinflus sung der Entstehung und/- 
oder der Konzentration einzelner derartiger Substanzen 
therapeutisch in das Entziindungsgeschehen einzugreif en, urn 
die zum Beispiel bei Sepsis beobachtete systemische Aus- 
breitung der Entzundung moglichst friihzeitig zu stoppen. In 
diesem Sinne sind nachweislich am Entziindungsgeschehen 
beteiligte endogene Substanzen auch als potentielle thera- 
peut ische Targets anzusehen. Versuche, ansetzend an bestimni- 
ten Mediatoren des Entzundungsgeschehens dieses posit iv 
therapeutisch zu beeinf lussen, sind beschrieben beispiels- 
weise in E.A.Panacek, "Anti-TNF strategies", Journal fflr 
Anasthesie und Intensivbehandlung; Nr. 2, 2 001, 4-5; T.Ca- 
landra, et al., "Protection from septic shock by neutraliza- 
tion of macrophage migration inhibitory factor" , Nature 
Medicine, Vol.6, No. 2, 2000, 164-170; oder K.Garber, "Pro- 
tein C may be sepsis solution", Nature Biotechnology, 
Vol.18, 20 00, 917-918. Angesichts der bisherigen eher ent- 
tSuschenden therapeutischen Ansatze besteht ein hohes Intenr- 
esse daran, weitere moglichst entziindungs- bzw. sepsisspez±- 
fische endogene Biomolekule zu identif izieren, die auch als 
the rapeut ische Targets neue Erf olgsaussichten fur die Ent- 
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zundungsbekampfung eroffnen. 

Die vorliegende Erfindung beruht darauf , dass sich in Prima - 
ten und Menschen bei infektios bedingten Entziindungen im 
cytoplasmatischen Gehirngewebe das stark uberexpriralerte 
Protein LASP-1 in einer loslichen Form nachweisen laiSt, und 
zwar im Unterschied zu Gesunden bzw. Unbehandelten, bei 
denen es nicht oder nur in Konzentrationen an der analyti- 
schen Nachweisgrenze gefunden wird, und auch im Unterschied 
zu anderen Korpergeweben septischer Primaten-Versuchst iere , 
was dieses Protein fur die Entzundungsdiagnostik und Infek- 
tions- bzw. Sepsisdiagnostik mit Gehirnbeteiliung geeignet 
macht . 

Die Verwendungen in der Diagnostik, die sich aufgrund des 
erstmals nachgewiesenen gehirnspezif ischen Auftretens von 
LASP-1 bei der experimentellen Simulation von Entziindungen 
bzw. Sepsis ergeben, werden nachfolgend noch naher beschrie- 
ben. 

Die Ansprttche 1 bis 9 definieren die sich. ergebenden neuen 
Verfahren gemaS der vorliegenden Erfindung, und bevorzugter 
Ausffthrungsformen davon, naher. 

Wie nachfolgend im experimentellen Teil noch naher ausge- 
fuhrt wirdL, beruht die Erfindung darauf, dass nach experi- 
menteller Auslosung einer kiinstlichen Sepsis in Pavianen 
durch Endotoxinverabreichung (LPS aus Salmonella Typhimuri- 
um) und 2D-gelektrophoretischer Auf arbeitung von Gehirn- 
gewebe dear behandelten Tiere als eines der nur bei den 
behandelten Tieren identif izierbaren Prociukte das Protein 
LASP-1 gefunden werden konnte, das auSerdem nur im Gehirnge- 
webe in erheblich erhohter Konzentration beobachtet wurde . 
Zu seiner Identif izierung wurde ein neuer Proteinspot, der 
nur im Geixirngewebe der behandelten Tiere gefunden wurde und 
gemaJS Gelektrophorese ein Molekulargewicht von etwa 36 ± 3 
kDA und einen isoelektrischen Punkt von ca. 6,6-7,0 aufwies, 
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ung in Bruchstucke zerlegt, die auf an sich bekannte Weise 
massenspektrometrisch analysiert wurden. Dunrch Vergleich rait 
dem bekannten Massenspektrum des trypsinbehandeltem Proteins 
LASP-1 wurde das Protein des isolierten Spots als LASP-1 
identif iziezrt . 

Die Identifizierung des in dem Proteinspot gefundenen Pro- 
dukts wird im expermientellen Teil naher beschrieben, wobei 
die beschriebene Identifizierung nach anerkannten Inter- 
pret at ionsgrundsatz en als sichere Identif izierung des Pro- 
dukts als LASP-1 anzusehen ist. 

Das rechnerisch ermittelte Molekulargewicht der Peptidkette 
von LASP-1 (vgl. SEQ ID NO:l; 261 Aminosauren) betragt 
29 717 Dalton. LASP-1 liegt jedoch physiologisch in post- 
translate ±ona.l prozessierter Form (glykosyliert und phospho- 
ryliert) vor. So wurde das spater als LASP-1 bezeichnete 
Produkt urspriinglich als ein 4 0 kDA cAMP-abtiangiges Phospho- 
protein ("pp40") in Magenwandzellen identif iziert (vgl. C.S. 
Chew et a.1 . , Journal of Cell Science 113, 2035-2045 (2000); 
C.S. Chew et al. , Am. J. Physiol . 275 (Cell Physiol. 44): C56- 
C67, (1998) ) - 

Die Aminosauresequenz des als LASP-1 bezeichneten Phospho- 
proteins wurde urspriinglich als die des putativen Expres- 
sionsprodukts der cDNA eines in humanen Brustkrebs-Zellinien 
iiberexprimierten Gens "IV1LN 50" aus dem Bereich qll-q21.3 des 
Chromosome 1*7 ermittelt (C.Tomasetto at al . , FEBS Letters 
373 (1995): 245-249; C.Tomasetto et al Genomics 28: 367- 
376 (1995); I .Bidche et al . , Cancer Res. 56 : 3886-3890 
(1996) ) . Dear Name LASP-1 geht darauf zuriick, dass in diesem 
Protein erstmals eine sog. LIM-Domane (eine aus verschiede- 
nen Proteinen bekannte Zn-bindende Domane; vgl. A.Hammar- 
strom et al . r Biochemistry 1996, 35, 12723-12732) mit einer 
aus der re z ep t orunabhangigen sog. src -Kinase, einer Tyro- 
sin-Kinase f bekannten Domane (SH3) kombinieirt ist (LIM and 
SH3 Protein) vgl. auch Brian K. Kay et al . , FASEB J. 14, 



231-241 (2000) - 
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LASP-1 -mRNA ist ubicjuitar in normalen Zellen nachweisbar 
(z.B. Prostata, Leber, Muskel, Gehirn, verschiedenen Zell- 
Typen) und wird in einem gewissen prozentualen Anteil von 
Brustkrebsf alien ubearexparimiert . Es wurde festgestellt , dass 
LASP-1 ein Actin-bincdendeis Protein ist, fur das angenommen 
wird, dass es zu den Cytoskelett-assoziierten Proteinen zu 
zahlen ist und fur d±e Zellform und -beweglichkeit sowie 
moglicherweise die S±gnal\ibertragung von Bedeutung ist. Es 
ist auch in Nervenenden nachweisbar. LASP-1 wird durch 
Detergentien nur schwer solubilisiert . In vitro hat sich 
LASP-1 als Substrat erwiesen, dass sicb hervorragend mit der 
cAMP-abhangigen Serin/Threonin-Kinase PKA phosphorylieren 
laSt. LASP-1 weist in unterschiedlichen Epithel-Zelltypen 
unterschiedliche Expressionsmuster auf (vgl. C.S. Chew et 
al., Journal of Cell Science 113, 2035-2045 (2000); C.S. 
Chew et al . , Am. J. Physiol . 275 (Cell Physiol. 44): C56-C67, 
(1998) ) . 

Das Auftreten von LASP-1 in uberexprimierter Form im Gehirn - 
gewebe bei Sepsis ist von hohera wissenschaf tlichen, diagno- 
stischen und moglicherweise auch therapeutischen Interesse. 
Die Tatsache, dass LASP-l ein Kinase -Substrat und Phospho-. 
protein ist, verleiht ihm eine gewisse Ahnlichkeit mit den 
sogenannen tau- Proteinen, die bei der Alzheimer Krankheit 
eine Rolle insbesondere fiir diagnostische Zwecke spielen 
(vgl. z.B. G.A.Jicha et a.1 . , Journal of Neurochemistry, 69 . , 
2087-2095 (1997) und die darin zitierte Literatur; sowie EP 
673 418; EP 737 208; EP 772 634; EP 610 330; und EP 
618 968) . 

Es ist nunmehr gut bekannt, dass die Alzheimer Krankheit als 
gehirnspezif ischer Entzuradungsprozess angesehen werden kann, 
ohne dass damit eine Aussage beztiglich Kr ankhe it surs ache 
oder Krankheitsfolge gemacht werden soil (Lih-Fen Lue et 
al., GLIA 35:72-79, 2001/ Michael Hull et al . , DDT Vol.4, 
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No. 6: 275-282; (June 1999); F.Licastro et al . , Journal of 
Neuroimmunologie 103 (2000), 97-102; Neuroinf lamination 
Working Group : Haruhiko Akiyama et al . , Neurobiology of 
Aging 21 (2000) 383-421; Michael Hull et al . , Exp. Opin. In- 
vest. Drugs (2000) 9 (4 ): 671-683 ; M.Hull et al Eur Arch 
Psychiatry Clin Neurosci (1996) 246:124-128; J.Rhodin et 
al., Annals New York Academy of Sciences, 199x, 345-352) . 
Die Tatsache, dass das Phosphoprotein LASP-1 unter experi- 
mentellen Bedingungen, die eine Sepsis bzw. ein system! sches 
Entzundiingsgeschehen simulieren, gehirnspezif isch in tiber- 
exprimierter Form nachweisbar ist, macht es daher sekar 
wahrscheinlich, dass auch bei der Alzheimer Krankheit eine 
Uberexpression von Lasp-1 bzw. einer bestimmten Expressions- 
form von LASP-1 beobachtebar ist und die Bestimmung von 
LiASP-1 daher auch fur die Alzheimer -Diagnostik Bedeutung 
erlangen wird. 

Die bisherigen Publikationen zu LASP-1 deuten eine solche 
Moglichkeit in keiner Weise an. Es war aufgrund der b±sher 
zuganglichen Befunde nicht zu erwarten, das die physiolor- 
gischen Konzentrationen von LASP-1 im Gehirn als Folge einer 
Sepsis -und/oder Entzundung signif ikant und nachweisbar 
verandert sind und daher eine Bestimmung der LASP-1 -Konzen- 
trationen im Rahmen eines Sepsisgeschehens oder einer ent- 
zundlichen Gehirnerkrankung diagnostisch von Interesse sein 
konnte . 

Der erf indungsgemaSe Nachweis von vergleichsweise hohen 
LASP-1 -Konzentrationen im Gehirngewebe von Primaten, bei 
denen durch Toxinverabreichung eine kiinstliche Sepsis ausge- 
lost wmrde, bei gleichzeitiger Unmoglichkeit , LASP-1 ±n 
ansonsten vollig gleich behandelten Proben von Kontroll- 
tieren, oder in anderen Gewebeproben der septischen T±ere, 
zu erkennen, ist hoch signif ikant. Da das Auftreten nnr bei 
den betiandelten Tieren zu beobachten war, und zwar bereits 
relativ kurze Zeit nach der Sepsisauslosung durch Tosclnver- 
abreickmng, ist es moglich, diese Tatsache zur Schaffxing 
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eines vielversprechenderi diagnostischen Sepsis-, Inf ektions - 
unci Entziindungs-Nachweisverfahrens durch Bestimmung von 
LASP-1 zu nutzen. Von besonderem Interesse ist aufierdem eirxe 
moglich erscheihende Eignung von LASP-1 als diagnostischer 
Marker und Prognosemarker fur die Alzheimer Krankheit. 

Die Bestimmung von LASP-1 kann nach irgendeinem beliebigen 
geeigneten Nachweisverf ahren erfolgen, wobei jedoch die 
Bestimmung in einer Korperf lussigkeit , einschliefilich Liquour 
(Liquor cerebrospinalis) , eines Patienten auf immundiagno- 
stischem Wege (mittels eines Immunoassays) unter Verwendung 
geeigneter selektiver Antikorper unter praktischen Gesichts- 
punkten am vorteilhaf testen erscheint. 

Aufgrund der Tatsache, dass bei einer experimentellen Sep- 
sisauslosung erstmals das erhdhte Auftreten von LASP-1 im 
Gehirn nachgewiesen werden konnte, wird somit die Moglich- 
keit geschaf fen, LASP-1 insbesondere fur diagnostische 
Z we eke im Zusammenhang mit Entzundungen und Infektionen, die 
sich im Gehirn manifestieren, zu nutzen. Dafur konnen LASP-1 
oder geeignete Teilpeptide davon ggf . auch nach Verf ahren, 
die inzwischen zum Stand der Technik gehoren, synthetisch 
oder gentechnologisch gezielt hergestellt werden. LASP-l- 
Teilpeptide, ggf . in markierter Form, konnen auch als Kali- 
bratoren, Tracer und Kompetitoren fur bestiramte Assayf ormate 
fiir immundiagnostische Bestimmungen benotigt und 'dafur wie 
erlautert hergestellt werden. 

Ferner konnen LASP-1 -Fragment e bzw. geeignete Teilseguenzen 
davon nach bekannten Verf ahren des modernen Standes der 
Technik auch zur Erzeugung spezifischer polyklonaler und 
insbesondere monoklonaler Antikorper verwendet werden, die 
als Hilfsmittel fur die diagnostische Bestimmung von LASP-1 
in Korperf lttssigkeiten eines Patienten und/oder auch als 
potentielle therapeutische Mittel geeignet sind. Die Erzeu- 
gung geeigneter monoklonaler Antikorper gegen bekannte 
Peptid-Teilsequenzen gehort heute zum allgemeinen Stand der 
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Technik und muss nicht besonders beschrieben werden. Femer 
ist auch ausdriicklich die Antikorpererzeugung unter Anwen- 
dung von Techniken der direkten genetischen Immunisierung 
mit einer entsprechenden DNA zu erwahnen. Es liegt somit im 
Rahmen der vorliegenden Erfindung, zur Immunisierung z.B. 
eine cDNA von LASP-1 oder IiASP-1- Fragment en zu verwenden, da 
es sich in der Vergangenheit gezeigt hat , dass bei der 
Anwendung derartiger Immunisierungstechniken das Spektrum 
der gewinnbaren Antikorper erweitert werden kann. Es konnen 
aber auch bereits bekanntfe Antikorper gegen LASP-1 verwendet 
werden (vgl. z.B. V.Schreiber et al . , Molecular Medicine 4: 
675-687, 1998; C.S. Chew et al . , Am.J. Physiol . 275 (Cell 
Physiol. 44): C56-C67, (1998)). 

Da im Rahmen der vorliegend beschriebenen Arbeiten im Gel 
des 2D-Elektrophorese ein LASP-l-Produkt mit einer tnolaren 
Massen von ca . 36 kDa gefunden wurde, d.a.s eine fur die 
beschriebene Bestimmung ausreichende Loslichkeit aufweist, 
ist zu vermuten, dass das gefundene LASP-l-Produkt eine 
bestimmte Art der Glykosylierung .und/oder Phosphorylierung 
aufweist, die ihm die beobachtete Loslictikeit verleiht und 
aufgrund derer es sich von dem aus der Magenwand isolierten 
40 kDa-Produkt signif ikant unterscheidet . Es liegt daher 
auch im Rahmen der vorliegenden Erfindung, die Bestimmung 
von LASP-1 mit Hilfe eines spezifischen Assays durchzufuh- 
ren, bei dem spezifische Glykosylierungs - und/oder Phospho- 
rylierungsmuster erkannt werden. Die Herstellung von Anti- 
korpern, insbesondere monoklonalen Antikorpern, die spezifi- 
sche Glykosylierungen. und/oder Phosphorylierungen erkennen, 
ist grundsatzlich bekannt und z.B. im Zusammenhang mit der 
Bestimmung bestimmter Phosphorylierungsf ormen der sogenann- 
ten tau-Proteine im Rahmen der Alzheimer -Diagnostik be- 
schrieben . 

Bei der immunologischen Bestimmung von LASP-1 kann dabei 
grundsatzlich so vorgegangen werden, wie das z.B. fur die 
selektive Procalcitoninbestimmung beschrieben ist in 
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P . P.Ghillani, et al., "Monoclonal antipeptide antibodies as 
tools to dissect closely related gene products", The Journal 
of Immunology, vol. 141, No. 9, 1988, 3156-3163; und 
P. P.Ghillani, et al . , "Identification and. Measurement of 
Calcitonin Precursors in Serum of Patients with Malignant 
Diseases", Cancer research, vol.49, No. 23, 1989, 6845-6851. 
Variationen der beschriebenen Techniken und/oder weitere 
Immunisierungstechniken kann der Fachmann einschlagigen 
Standardwerken und Verof f entlichungen entnehmen und sinn- 
gemaS anwenden. 

LiASP-1 oder ggf . LASP - 1 - Fragment e konnen aufgrund der vor- 
liegenden Ergebnisse als spezifische Marlcerpeptide (Bio- 
marker) zum diagnostischen Nachweis und zur Verlauf skon- 
trolle von Entzundungen und Inf ektionen ( insbesondere auch 
von systemischen Infektionen vom Sepsistyp und Entzundungen 
des Gehirns) dienen. Wie die Bestimmung von Procalcitonin 
kann dabei die Bestimmung von LASP-1 zur dif f erentialdiagno- 
stischen Fruherkennung und zur Erkennung sowie fur die 
Erstellung einer Verlauf sprognose, zur Beurteilung des 
Schweregrads und zur therapiebegleitenderx Verlauf sbeurtei- 
lung von Entzundungen und Infektionen erfolgen, wobei man 
bei einem derartigen Verfahren in einer Probe einer biologi- 
schen Flussigkeit, einschlieSlich des sog. Liquors, oder 
eines Gewebes eines Patienten den Gehalt von LASP-1 bestimmt 
und aus der f estgestellten Anwesenheit und/oder Menge von 
LASP-1 auf das Vorliegen einer Entzilndung mit Gehirnbeteili- 
gung oder einer Sepsis schliefit und das erhaltene Ergebnis 
mit dem Schweregrad der Sepsis korreliert und ggf. die 
Behandlungsmoglichkeiten und/oder die Betiandltfngsaussichten 
abschatzt. 

Besonders interessant erscheint eine Bestimmung von LASP-1 
im Rahmen einer Multipararaeter-Best immung , bei der gleich- 
zeitig mindestens ein weiterer Entziindungs- oder Inf ekt ions- 
parameter bestimmt wird und bei der ein Messergebnis in Form 
eines Satzes von mindestens zwei MessgroSen gewonnen wird, 
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eines Satzes von mindestens zwei MessgroiSen gewonnen wird, 
der zur Feindiagnostik der Entziindung Oder Infektion ausge- 
wertet wird, Als derartige weitere Entzundungs- oder Infek- 
tionsparameter sind solche anzusehen, die aus der Gruppe der 
teilweise bekannten oder in den alteren bzw. parallelen 
Patentanmeldungen der Anmelderin of f enbarten Parameter 
ausgewahlt sind, die besteht aus Procalcitonin, CA 125, 
CA 19-9 , S100B, SIOOA-Proteinen, loslichen Cytokeratin- 
Fragmenten, insbesondere CYFRA 21 , TPS und/oder loslichen 
Cytokeratin-l-Fragmenten (sCYlF) , den Peptiden Inflammin und 
CHP, Peptid-Prohormonen, der Glycin-N-Acyl transferase 
(GNAT) , der Carbamoylphosphat Synthetase 1 (CPS 1) und deren 
Fragmenten und dem C-reaktiven Protein (CRP) oder Fragraenten 
aller genannten Proteine . Es ist vorteilhaft, die Multipa- 
rameter -Best immung als Simultanbestimmung mittels einer 
Chiptechnologie-Messvorarichtung oder einer immunchromatogra- 
phischen Messvorrichtung durchzuf iiren f bei der die Auswer- 
tung des mit der Messvorrichtung gewonnenen komplexen Mess- 
ergebnisses mit Hilf e eines Computerprogramms erf olgt . 

Nachfolgend wird die Auf findung und Identif izierung von 
LASP-1 in naheren Einzelheiten geschildert . Die Figuren 
zeigen: 



Fig. 1 Ansichten von 2D-Elektrophoresegelen, die einen 
Vergleich der Spotmuster der cytoplasmatischen 
Gehirnproteine eines gesunden Pavians (A) mit 
denen der Gehirnproteine eines Pavians 5h nach 
einer durch LPS-Verabreichung induzierten Sepsis 

(B) ermoglichen. Der Pfeil zeigt die Position des 
erf indungsgeraa.Sen sepsisspezif ischen Produkts 

(LASP-1) an, cLas in Darstellung (B) durch einen 
Kreis hervorgehoben ist; 

Fig. 2 das Massenspektmm des aus dem Gel der 2D-Gelelek- 
trophorese isolierten, trypsinverdauten Produkts. 
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1. Infelct ions simmulat ion durch. Endotoxinverabreichung im 
Tiermodell (Paviane) . 

In Anlehnung an die rnit Pavianen durchgef iihrten Versuche zur 
Stimulierung der Procalcitonin-Ausschuttung durch Endotoxi- 
ninjeJctionen (vgl.H.Redl, et al . , "Procalcitonin release 
patterns In a baboon model of trauma and sepsis: Relations- 
hip to cytokines and neopterin" , Crit Care Med 2000, Vol.28. 
No. 11, 3659-3663; H.Redl, et al . , "Non-Human Primate Models 
of Sepsis", in: Sepsis 1998; 2:243-253) wurden Pavianen 
(mannlich, ca. 2 Jahre alt, 27 bis 29 k:g schwer) jeweils 100 
/xg LPS (Lipopolysaccharid aus Salmonella. Typhimurium, Be- 
zugsquelle : Sigma) pro kg Korpergewicht intravenos verab- 
reicht. 5 bis 5,5 h nach der Injektion wurden die Tiere 
durch intravenose Verabreichung von 10 ml Doletal getotet . 
Innerhalb von 60 min nach ihrem Exitus wurden samtliche 
Organe/Gewebe prapariert und durch Einf irieren in f lussigem 
Stickstof f stabilisiert . 

Bei der weiteren Verarbeitung wurden Proben der einzelnen 
tiefgefroxrenen Gewebe (lg) unter Stickstof fkiihlung mit 1,5 
ml Puffer A (50mM Tris/HCl, pH 7,1, IOOtoM KCl , 20% Glycerol) 
versetzt u.nd in einem Porzellanmorser zu einem Mehl pulveri- 
siert (vgl. J.Klose, "Fractionated Extraction of Total 
Tissue Proteins from Mouse and Human for 2-D Electrophore- 
sis", in: Methods in Molecular Biology, Vol.112: 2-D Proteo- 
se Analysis Protocols, Humana Press Inc., Totowa, NJ) . Nach 
einer anschliefienden 1-stttndigen Zentrif ugation bei 100.000 
g und +4°C wurde der erhaltene Uberstand gewonnen und bis 
zur weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert. 

2 . Proteomanalyse unter Verwendung cytoplasmatischer Ge- 
hirnproteine von Pavianen. 

Cytoplasmatische Gehrinzellproteinextrakte von einerseits 
gesunden Pavianen (Kontrolle) und andererseits Pavianen, 
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denen LPS injiziert worden war, wurden im Rahmen einer 
Proteoraanalyse verwendet . Bei der einleitenden analytischen 
2D-Gelelektrophorese wurde Gehirnextrakt , 100 fig Protein 
enthaltend, auf 9M Harnstoff , 70 mM DTT, 2% Ampholyt pH 2-4 
eingestellt und dann mittels aixalytischer 2D-Gelelektro- 
phorese aufgetrennt, wie in J.Klose, et al., "Two-dimensio- 
nal electrophoresis of proteins: An updated protocol and 
implications for a functional analysis of the genome" , 
Electrophoresis 1995, 16, 1034-1059; beschrieben ist. Die 
Sichtbarmachung der Proteine im 2D-Elektrophoresegel erfolg- 
te mittels Silverstaining (vgl. J.Heukeshoven, et al., 
"Improved silver staining procedure for fast staining in 
Phast -System Development Unit. I, Staining of sodium dodecyl 
gels", Electrophoresis 1988, 9, 28-32). 

Zur Auswertumg wurden die Proteinspotmuster der Proben 
behandelter Tieren mit den Pro teinspotmus tern, verglichen, 
die aus Gehirngewebeproben unbehandelter Tiere result ierten. 
Ferner wurden die Proteinspotmuster aus dem Gehirngewebe 
behandelter Tiere auch mit denen anderer Gewebe derselben 
behandelten Tiere verglichen (die ( Ergebnisse sind nicht im 
Einzelnen gezeigt) . Substanzen, die bei keiner Kontroll- 
probe, aber bei alien behandelten Tieren zusatzlich auf- 
traten, wurcien ftir weitere analytische Untersuchungen selek- 
tiert. Fig. 1 zeigt einen Vergleich der 2D-Elektrophoresege- 
le fur eine Kontrollprobe (A) und eine Probe eines behandel- 
ten Tieres (B) , wobei der zusatzliche Proteirxspot in (B) 
einem neuerx Protein entspricht, dessen Position durch einen 
Pfeil und einen Kreis hervorgehoben ist. 

Die im Proteinspotmuster der analytischen 2D-Gelelektropho- 
rese identif izierten neuen spezifischen Proteine wurden dann 
anschlieSerxd mittels praparativer 2D-Gelelektrophorese unter 
Einsatz von 350 fig Protein prapariert (vgl. wiederum (10) . 
Bei der praparativen 2D-Gelelektrophorese erf olgte die 
Farbung mittels Coomassie Brilliant Blue G250 (vgl. V.Neu- 
hof f , et al . , " Improved staining of proteins in polyacryla- 
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mide gels including isoelectric focusing gels with clear 
background at nanogram sensitivity using Coomassie Brilliant 
Blue G-250 and R-250% Electrophoresis 1988, 9, 255-262). 

Die fur die weitere Analyse vorselektierten Proteinspots 
wurden aus dem Gel ausgeschnitten , unter Anwendung der 
Methode, die in A. Otto , et al . , "Identification of human 
myocardial proteins separated by two-dimensional electropho- 
resis using an effective sample preparation for mass spec- 
trometry" , Electrophoresis 1996, 17, 1643-1650; loeschrieben 
ist, trypsinverdaut und. anschlieSend massenspektiroskopisch 
analysiert und zwar unter Anwendung massenspektrometrischer 
Unter suchungen , wie sie z . B . in G.Neubauer, et al. , "Mass 
spectrometry and EST-database searching allows characteriza- 
tion of the multi-protein spliceosome complex", in: nature 
genetics vol. 20, 1998, 46-50; J.Lingner, et al . , "Reverse 
Transcriptase Motifs in the Catalytic Subunit of Telomera— 
se", in: Science, Vol. 276, 1997, 561-567; M.Mann, et al., 
"Use of mass spectrometry-derived data to annotate nucleoti- 
de and protein sequence databases", in: TRENDS in Biochemi- 
cal Sciences, Vol.26, 1, 2001, 54-61; beschrieberx und disku- 
tiert werden. Die trypsinverdaut en Proben wurden einer 
MALDI-TOP Massehspektrrcimetrie unterzogen. 

3. Identif izierung von LASP-1 

Wie in den Figuren 1(A) und 1(B) gezeigt ist, finclet sich in 
Gehirngewebeextrakten von Pavianen, denen eine LPS-Injektion 
verabreicht worden war, u.a. ein Spot eines Proteins, f\ir 
das aufgrund der Gelektrophoresedaten im Vergleioh mit 
Marker substanzen mit loekanntem Molekulargewicht ein Moleku- 
largewicht von ca. 36 ±3 kDa abgeschatzt wurde, wahrend aus 
der relativen Position des Proteins aus der ersten Dimension 
ein isoelektrischer Piankt von ca. 6,6-7,0 ermittelt wurde. 

Bei der Massenanalyse des tryptischen Verdaus des neuen 
Proteinspots wurde fur: 21 Bruchstucke unter Ruckgriff auf 
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Datenbankinformationen der Versuch einer Zuoirdnung zu Pepti- 
cien vorgenommen . Im Ergebnis entsprachen zwolf cier erhalte- 
nen Zuorcinungen Bruchstucken der Proteinkette des Phospho- 
proteins LASP-1 (SEQ ID NO:l). Die sog. "Sequence Coverage" 
betrug 38%, was nach den anerkannten fachublichen Kriterien 
als eindeutige Identif izierung des in dem Spot enthaltenen 
Proteins als Proteinkette von LASP-1 anzusehen ist. 

So konnten z.B. die folgenden Massen Bruchstiicken der LASP- 
1- Proteinkette (SEQ ID NO.l) zugeordnet werden: 1202,714; 
1254,615; 1291,745; 1360,813; 1418,898; 1443,959; 1489,826; 
1551,943; 1604,040; 1608,960; und zwar war die Zuordnung 
gemaS MS-Fit 3.3.1. Protein Prospector 3.4.1., Database 
NCBInr .7 . 25 .2002 wie f olgt : 

Die Masse 1202,714 (MH + ) entspricht der Sequeriz QQSELQSQVR 
(SEQ ID NO: 2) . Das theoretische Molekulargewicht dieses 
Fragments betragt 1201,604. In der Aminosauresequenz von 
LASP-1 findet sich diese Sequenz an den Posit ionen 76-95 
wieder . 

Die Masse 1254,615 entspricht der Sequenz ACFHCETCK (SEQ ID 
NO: 3) . Das theoretische Molekulargewicht dieses Fragments 
betragt 1253,498. In der Aminosauresequenz von LASP-1 findet 
sich diese Sequenz an den Positionen 28-36 wieder. 

Die Masse 1291,745 entspricht der Sequenz KPYCNAHYPK ' ( SEQ ID 
NO: 4) . Das theoretische Molekulargewicht dieses Fragments 
betragt 1290.617. In der Aminosauresequenz von LASP-1 findet 
sich diese Sequenz an den Positionen 50-59 wieder. 

Die Masse 1360,813 entspricht der Sequenz VNCLDKFWHK (SEQ ID 
NO: 5) . Das theoretische Molekulargewicht dieses Fragments 
betragt 1359,675. In der Aminosauresequenz von LASP-1 findet 
sich diese Sequenz an den Positionen 18-27 wieder. 

Die Masse 1418,898 entspricht der Sejquenz GFSWADTPELQR (SEQ 
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ID NO: 6) . Das theoretische Molekulargewicht dieses Fragments 
betragt 1417,719. In der Aminosauresequenz von LASP-1 findet 
sich diese Sequenz an den Positionen 97-109 wieder. 

Die Masse 1443,959 entspricht der Sequenz LKQQSELQSQVR (SEQ 
ID NO: 7) . Das theoretische Molekulargewicht dieses Fragments 
betragt 1442,783. In der Aminosauresequenz von LASP-1 findet 
sich diese Sequenz an den Positionen 74-85 wieder. 

Die Masse 1489,826 entspricht der Sequenz MGPSGGEGMEPERR 
(SEQ ID NO: 8). Das theoretische Molekulargewicht dieses 
Fragments betragt 1488,644. In der Aminosauresequenz von 
LASP-1 findet sich diese Sequenz an den Positionen 131-144 
wieder . 

Die Masse 1551 , 943 entspricht der Sequenz TGDTGMLPANYVEAI 
(SEQ ID NO: 9) . Das theoretische Molekulargewicht dieses 
Fragments betragt 1550,728. In der Aminosauresequenz von 
LASP-1 findet sich diese Sequenz an den Positionen 247-261 
wieder . 

Die Masse 1604,040 entspricht der Sequenz GKGFSWADTPELQR 
(SEQ ID NO: 10) . Das theoretische Molekulargewicht dieses 
Fragments betragt 1602,836. In der Aminosauresequenz von 
LASP-1 findet sich diese Sequenz an den Positionen 95-109 
wieder . 

Die Masse 1608,960 entspricht der Sequenz QSFTMVADTPENLR 
(SEQ ID NO: 11). Das theoretische Molekulargewicht dieses 
Fragments betragt 1607,761. In der Aminosauresequenz von 
LASP-1 findet sich diese Sequenz an den Positionen 60-73 
wieder. 

Eine solche Ubereinstimmung gilt nach anerkannten Inter- 
pretationsgrundsatzen als sichere Identif izierung des Pro- 
dukts aus dem Proteinspot als LASP-1. Das Molekulargewicht 
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von unphosporyliertem XjASP-1 (261 Aminosauren; vgl . SEQ* ID 
N0:1) betragt 29 717 Dalton. Das nachgewiesene Protein rnuS 
daher in einer post-translational prozessierten Form (glyko- 
syliert sowie ggf . phosphoryliert) vorgelegen haben. 

Die erstmals f estgestellten erhohten LASP-l-Konzentrationen 
erlauben dessen Verwendung als neuer Biomarker fur Sepsis 
und Entzundungen, insbesondere infektiose Entziindungen . 




Patentanspruche 

1. Verfahren zur Frutierkennung und Erkennung, fur die Ver- 
lauf sprognose und die Beurteilung des Schweregrads und zur 
therapiebegleitenden Verlauf sbeurteilung von Entzundungser- 
krankungen und Inf ektionen, insbesondere sepsisahnlichen 
systemischen Inf ektionen, dadurch gekennzeichnet , dass man 
die Anwesenheit und/oder Menge des Proteins LASP-1 in einer 
biologischen Flussigkext oder einer Gewebeprobe eiries Pa- 
tient en bestimmt und aus dessen Anwesenheit und/oder Menge 
Schlusse hinsichtlich des Vorliegens, des zu erwartenden 
Verlauf s, des Schweregrads oder des Erfolgs einer Therapie 
der Entzundungserkrankung oder der Infektion zieht. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dasi 
man eine posttranslational gebildete losliche Form von LASP 
1 bestimmt , und das LASP-l-Protein bei seiner Bestimmung 
ein- oder mehrfach phosphoryliert oder in nicht-phosphory- 
liert vorliegt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeich- 
net, dass die biologische Flussigkeit Blut, eine Blutfrak- 
tion oder Liquor cerebrospinalis ist. 

4 . Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3 , dadurch 
gekennzeichnet, dass es ein immundiagnostisches Bestimmungs 
verfahren (Immunoassay) ist. 

5 . Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4 , dadurch 
gekennzeichnet, dass d±e Entzundungserkrankung eine entziind 
liche Erkrankung des Geliirns, insbesondere die Alzheimer 
Krankheit , ist . 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch ge 
kennzeichnet , dass es ±tn Rahmen einer Multiparameter-Bestim 



# • 

- 26 - 

mung durctigefuhrt wird, bei der gleichzeitig mindestens ein 
weiterer Entzundungs- oder Infektionsparameter bestitnmt wird 
und bei der ein Messergebnis in Form eines Satzes von minde- 
stens zwei. Messgrofien gewonnen wird, der zur Feindiagnostik 
der Entziiridung oder Infektion ausgewertet wird. 

7. Verfaiiren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass 
im Rahmen der Multiparameter-Bestimmung neben LASP-l wenig- 
stens ein weiterer Parameter bestimmt wird, der ausgewahlt 
ist aus der Gruppe, die besteht aus Procalcxtonin, CA 125 , 
CA 19-9, SXOOB, SIOOA-Proteinen, loslichen Cytokeratin- 
Fragment en, insbesondere CYFRA 21, TPS und/oder loslichen 

Cy toker at in - 1 - Fragment en (sCYlF) , den Peptiden Inf lammin und 
CHP, Pept id-Prohormonen r der Glycin-N-Acyl transferase 
(GNAT) , der Carbamoylphosphat Synthetase 1 (CPS 1) und dem 
C-reaktiven Protein (CRP) oder Fragmenten da. von. 

8. Verfahren nach Anspruch 6 oder 7 , dadurch gekennzeich- 
net, dass die Multiparameter-Bestimmung als Simultanbestim- 
mung mitt els einer Chiptechnologie-Messvorrichtung oder 
einer immiinchromatographischen Messvorrichtung erfolgt. 

9. * "Verfahren nach Anspruch 8, dadurch* gekennzeichnet, dass 
die Auswertung des mit der Messvorrichtung gewonnenen kom- 
plexen Messergebnisses mit Hilfe eines Compiaterprogramms 
erfolgt . 



Zusammenf as sung 



Verfahren zur Diagnose von En t ziindimgs erkr arikungen und 
Infektionen unter Bestimmung des Phosphoproteins LASP-1 als 
Inf laaamatxonsmarker 



Verfahren zur Fruherkennung und Erkennung, fur die Verlaufs- 
prognose und die Beurteilung des Schweregracis und zur thera- 
piebegleitenden Verlauf sbeurteilung von Entzundungserkran- 
kungen unci Infektionen, insbesondere von Sepsis und sepsis- 
ahnlichen systemischen Infektionen sowie von Entzttndungs- 
erkrankungen, die im Gehirn lokalisiert sind, einschlieSlich 
der Alzheimer Krankheit, oder die auf das Gehirn tibergrei- 
fen, bei dem man die Anwesenheit und/oder Menge einer Ex- 
press ions form des Phosphoproteins LASP-1 in einer biologi- 
schen Flussigkeit auf Blut- oder Liquorbasis oder in einer 
Gewebeprobe eines Patienten bestimmt und aus der Anwesenheit 
und/oder Menge von LASP-1 Schlusse hinsichtlich des Vorlie- 
gens, des zu. erwartenden Verlauf s, des Schweregrads oder des 
Erfolgs einer Therapie der Entzundungserkrankung oder der 
Infektion zieht. 



SEQUENCE LISTING 
<110> B.R.A.H.M.S Aktiengesellschaft 

<120> Verfahren zur Diagnose von Entztindungserkrarikungeri und 
Irifektionen unter Bestimntung des Phosphoproteins LASP-1 
als Inf lammationsmarker 

<130> 3677 AS 

<140> 
<141> 

<160> IX 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 261 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 

<400> 1 

Met Asn Pro Asn Cys Ala Arg Cys Gly Lys He Val Tyr Pro Thr Glu 

1 5 in - ~ 



IS 



Lys Val Asn Cys Leu Asp Lys Phe Trp His Lys Ala Cys Phe His Cvs 
20 25 ~ 30 

Glu Thr Cys Lys Met Thr Leu Asn Met Lys Asn Tyr Lys Gly Tyr Glu 
35 40 45 

Lys Lys Pro Tyr Cys Asn Ala His Tyr Pro Lys Gin Ser Phe Thr Met 
50 55 60 

Val Ala Asp Thr Pro Glu Asn Leu Arg Leu Lys Gin Gin Ser Glu Leu 
65 70 75 80 

Gin Ser Gin Val Arg Tyr Lys Glu Glu Phe Glu Lys Asn Lys Gly Lys 

85 90 95 

Gly Phe Ser Val Val Ala Asp Thr Pro Glu Leu Gin Arg lie Lys Lys 
100 105 xiO 

Thr Gin Asp Gin He Ser Asn He Lys Tyr His Glu Glu Phe Glu Lys 
115 120 125 

Ser Arg Met Gly Pro Ser Gly Gly Glu Gly Met Glu Pro Glu Arg Arg 
130 135 X40 

Asp Ser Gin Asp Gly Ser Ser Tyr Arg Arg Pro Leu Glu Gin Gin Gin 
145 150 155 160 

Pro His His He Pro Thr Ser Ala Pro Val Tyr Gin Gin Pro Gin Gin 
3-65 170 175 

Gin Pro Val Ala Gin Ser Tyr Gly Gly Tyr Lys Glu Pro Ala Ala Pro 
180 185 190 

Val ser lie Gin Arg Ser Ala Pro Gly Gly Gly Gly Lys Arg Tyr Arg 
X95 200 205 

Ala val Tyr Asp Tyr Ser Ala Ala Asp Glu Asp Glu Val Ser Phe Gin 
210 215 220 




<210> 2 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 2 

Gin Gin Ser Glu Leu Gin Ser Gin Val Arg 
1 5 .10 



<210> 3 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 3 

Ala Cys Phe His Cys Glu Thr Cys Lys 
1 5 



<210> 4 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 4 

Lys Pro Tyr Cys Asn Ala His Tyx Pro Lys 
1 5 10 



<210> 5 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 5 

Val Asn Cys Leu Asp Lys Phe Trp Hxs Lys 
1 5 10 



<210> 6 

<211> 13 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 6 

Gly Phe Ser Val Val Ala Asp 
1 5 



Thr Pro Glu Leu Gin Arg 
10 



i 

t » 

# • 

- 24 - 



<210> 7 

<21X> 12 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 7 

Leu Lys Gin Gin Ser Glu Leu Gin Ser Gin Val Arg 
15 10 



<210> 8 

<211> 14 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 8 

Met Gly Pro Ser Gly Gly Glu Gly Met Glu Pro Glu Arg Arg 

5 10 



<210> 9 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 9 

Thr Gly Asp Thr Gly Met Leu 
1 ' 5 



Pro Ala Asn Tyr Val Glu Ala He 
10 is 



<210> 10 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



<400> 10 

Gly Lys Gly Phe Ser Val Val Ala Asp Thr Pro Glu Leu Gin Arg 
15 10 y 



15 



<210> 11 

<211> 14 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 11 

Gin Ser Phe Thr Met Val Ala Asp Thr Pro Glu Asn Leu Arg 
x 5 10 
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